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Cr2O3-TiO2 吸附产酸克雷伯氏菌 HP1 氢酶的
可见光光解水产氢研究
倪恒旺 邬小兵 刘健 龙敏南
（厦门大学能源研究院  厦门大学生命科学学院，厦门  361005）
摘 要: 以钛酸四丁酯和重铬酸铵为原料，采用溶胶凝胶法制备了 Cr2O3-TiO2，利用浸渍吸附法将产酸克雷伯氏菌氢酶与
Cr2O3-TiO2 偶联。研究了搅拌速率、pH、温度等条件对 Cr2O3-TiO2 吸附氢酶的影响。结果表明，Cr2O3-TiO2 在 270、440 和 600 nm
附近有明显的吸收峰。Cr2O3-TiO2 吸附氢酶的最佳条件为温度 37℃，pH7.0，搅拌速率 100 r/min，该条件下氢酶的吸附率达到
80% 以上。在氢酶负载量为 10%（W/W）、60 W 白炽灯光源光照度条件下，Cr2O3-TiO2-氢酶催化光解水产氢速率为 10 μL/min · g，
是 Cr2O3-TiO2 催 化 光 解 水 产 氢 速 率（3 μL/min · g） 的 3.33 倍， 反 应 体 系 中 加 入 终 浓 度 为 0.05 mmol/L 的 甲 基 紫 晶（methyl 
viologen，MV）及 0.05 mmol/L Na2S2O4 可显著提高 Cr2O3-TiO2-氢酶光催化产氢速率，达 110 μL/min · g。在相同条件下，P25 型
TiO2 仅有微量氢产生。结果表明，Cr2O3-TiO2 能利用可见光光解水产氢，氢酶与 Cr2O3-TiO2 偶联可显著提高可见光光解水产氢活性。
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Abstract: The light absorption peaks of Cr2O3-TiO2 appeared at 440 nm and 600 nm in visible light region，and at 270 nm in UV light 
region. The optimum couple conditions for the hydrogenase and Cr2O3-TiO2 were obtained as: temperature 37℃，pH7.0 and 100 r/min，with 
the adsorption rate of 80%. When hydrogenase loading was 10%（W/W），the hydrogen production rate of Cr2O3-TiO2-hydrogenase complex was 
3.33 times higher than that of Cr2O3-TiO2 only（3 μL/min g），which was 10 μL/min g. When the methyl viologen（MV，0.05 mmol/L）and 
Na2S2O4（0.05 mmol/L）were added into the reaction system，the hydrogen production rate catalyzed by Cr2O3-TiO2-hydrogenase complex was 
suddenly increased to 110 μL/min g. Only trace amount of hydrogen was detected when P25 TiO2 was used as catalysts. The results showed that 
Cr2O3-TiO2 was a satisfactory candidate catalyst for hydrogen production by splitting water with visible light，and loading with hydrogenase could 
increase the photocatalytic hydrogen production significantly.
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2H+ +2e- ↔ H2 反应，氢酶与 TiO2 偶联进行光解水
产氢，氢酶可快速利用 TiO2 受光照激发产生的电子，
从而提高其光解水产氢效率。 Nikandrov 等 [5] 将氢
酶与 TiO2 偶联并用于光解水产氢，结果表明氢酶负
载的 TiO2 具有与 Pt 负载 TiO2 相似的功能，可显著
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提高 TiO2 光解水产氢效率。为提高 TiO2 对可见光的
响应，许多学者在 TiO2 中掺杂 N、C、S、F 等元素
[6,7]。
邢婵娟等 [8] 研究了 Cr2O3-TiO2 的光催化产氢特性，
结果表明，Cr2O3-TiO2 能利用可见光光解水产氢，产
氢效率达 23 µmol/（L h g）。本试验尝试在 Cr2O3-
TiO2 表面负载产酸克雷伯氏菌（Klebseilla oxytoca）
HP1 氢酶 [9]，研究不同环境因子对 Cr2O3-TiO2 吸附
氢酶的影响以及不同因子对光解水产氢的影响，以




阳马生物有限公司，按照文献 [8] 制备 Cr2O3-TiO2。
甲 基 紫 晶（methyl viologen，MV）， 连 二 亚 硫 酸 钠
（Na2S2O4）购自 Sigma 公司，其余试剂为国产分析纯。
产酸克雷伯氏菌（K.oxytoca HP1）由本实验室筛选
保存。产酸克雷伯氏菌培养基 ：蛋白胨 10 g/L，酵
母粉 5 g/L，葡萄糖 10 g/L，氯化钠 5 g/L，pH7.0。
1.2 方法
1.2.1 细菌培养及氢酶粗酶液制备 取 -20℃甘油
保存的产酸克雷伯氏菌在生长培养基上划线培养，
12 h 后挑出单菌落，在 37℃、150 r/min 条件下振荡
培养 18 h，收集 1 L 菌液作为种子液。将种子液接
种于装有 100 L 培养基的无菌发酵罐中，厌氧培养
24 h 后离心（4 000 r/min，15 min）收集菌体，菌泥
置于 -20℃冰箱中保存备用。
取菌泥 40 g 重悬于 Tris-HCl 缓冲液 （30 mmol/L，
pH7.0）， 加 溶 菌 酶（0.04 mg/mL） 并 置 冰 水 浴
30 min，超声破碎 45 min（处理时间 1.1 s，间隔时
间 1.1 s）后进行高速离心（30 000×g，10 min），以
去除细胞碎片，取上清液进行超速离心（160 000×g，
50 min），上清液即为氢酶粗酶液。
1.2.2 吸附试验 用不同 pH 的 Tris-HCl 缓冲液将
粗酶液稀释至蛋白含量 1 mg/mL（C0），蛋白含量按
文献 [10] 的方法测定。取 1 mL 酶液（1 mg/mL）装
入 4.5 mL 离 心 管 中， 再 加 入 10 mg 的 Cr2O3-TiO2，
在一定条件下振荡吸附 2 h，然后用微孔过滤器滤除
Cr2O3-TiO2 粉末，测定过滤后溶液的蛋白浓度，记为






设 计（ 厦 门 蓝 剂 生 物 有 限 公 司 承 造 ）， 如 图 1 所





通过恒温循环水控制反应温度。光源为 60 W 白炽
灯，光从顶部直射反应悬浮液（光距离反应器顶部
约 20 cm）。采用排水法收集反应中产生的氢气。
① 60 W 白炽灯 ；② 反应器 ；③ 恒温循环水 ；④ 磁力搅拌器 ；
⑤ 玻璃管 ；⑥ 水槽 ；⑦ 气体收集瓶
图 1 产氢装置示意图
1.2.4 产氢试验及氢含量测定 为考察 Cr2O3-TiO2-
氢酶复合体的光催化产氢特性，在 300 mL 的反应体
系中添加不同的反应底物，反应开始前，先充氩气
排出反应腔内空气后用翻口橡皮塞密封，以 60 W 白
炽灯为光源，37℃、pH7.0、100 r/min 条件下反应 2 h，
所产气体用排水法收集。
用 9790 气相色谱仪（担体为碳分子筛，TCD
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行 了 分 析 测 试， 结 果（ 图 2） 表 明，Cr2O3-TiO2 在
紫外光波段的 270 nm 处和可见光波段的 440 nm 及








的静电引力。故选择 100 r/min 继续后面的研究。
图 2 Cr2O3-TiO2 的紫外—可见漫反射光谱
2.2 搅拌速率对Cr2O3-TiO2吸附氢酶的影响
搅 拌 可 以 使 Cr2O3-TiO2 和 氢 酶 充 分 接 触 而 提
高吸附率，控制其它反应条件不变（1 mL 反应液，
其 中 含 1 mg 粗 酶 蛋 白、10 mg Cr2O3-TiO2，37℃，
pH7.0），选择搅拌速率作为变化参数，分别选取 0、
50、100、150 和 200 r/min 作为吸附时的搅拌速率，
吸附 2 h。结果（图 3）表明，随着搅拌速率的增加
吸附率先增长后减小，当搅拌速率达到 100 r/min 时，
图 3 搅拌速率对 Cr2O3-TiO2 吸附氢酶能力的影响
2.3 温度对Cr2O3-TiO2吸附氢酶的影响
控制其它反应条件不变（1 mL 反应液，其中含
1 mg 粗 酶 蛋 白、10 mg Cr2O3-TiO2，pH 为 7.0）， 选
择温度作为变化参数，分别选取 4、15、25、37 和
40℃作为吸附时的温度，100 r/min 吸附 2 h。结果（图
4）表明，随着温度的增加吸附率开始增长的很缓
慢，当温度达到 15℃时吸附率增长明显，其中温度






图 4 温度对 Cr2O3-TiO2 吸附氢酶能力的影响
2.4 起始pH对Cr2O3-TiO2吸附氢酶的影响
控制其他反应条件不变（1 mL 反应液，其中含
1 mg 粗酶蛋白、10 mg Cr2O3-TiO2，37℃），选择 pH
作为变化参数，分别选取 6.0、6.5、7.0、7.5 及 8.0
作为起始 pH，100 r/min 吸附 2 h。结果（图 5）表明，
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随着起始 pH 的增加吸附率开始增长，其中 pH 到 7.0







 60 W 白炽灯为光源，pH7.0、温度 37℃、搅拌
速率为 100 r/min（以下简称“产氢试验条件”）下，
按表 1 设置 6 组反应体系，分别计算 2 h 内的产氢
速率，其结果如表 1 所示。












图 5 pH 对 Cr2O3-TiO2 吸附氢酶能力的影响
率的 3.33 倍，表明氢酶的加入显著地提高 Cr2O3-
TiO2 的 产 氢 效 率 ；在 产 氢 试 验 条 件 下， 向 Cr2O3-
TiO2- 氢酶组中添加 MV
2+ 和 Na2S2O4 后，平均产氢
速率由 10 μL/min·g 上升至 110 μL/min·g，产氢速
率提高了 10 倍，而无光源的对照组的产氢速率仅为






收光谱扩展至可见光区域（可见光波段 440 nm 和
600 nm 处有吸收峰），为 Cr2O3-TiO2 偶联氢酶进行可
见光光解水制氢提供了前提条件。
吸附试验结果表明，Cr2O3-TiO2 和氢酶的 佳吸
附条件是 pH7.0、温度 37℃、搅拌速率为 100 r/min，
在 此 条 件 下 进 行 验 证 试 验， 吸 附 率 高 达 80%。 
Cr2O3-TiO2 对 K.oxytoca HP1 氢酶的吸附除了受 pH、










和氢酶的偶联体，产氢速率达 10 μL/min g，说明
Cr2O3-TiO2-氢酶复合体利用可见光光解水产氢有着




为 10 μL/min g，向 Cr2O3-TiO2-氢酶组添加 MV
2+ 和
Na2S2O4（还原力）后，产氢速率达 110 μL/min g，
较 Cr2O3-TiO2-氢酶组的产氢效率提高了 10 倍，这正
与 Lojou[11] 研究结果相符合，表明 Cr2O3-TiO2-氢酶偶
合产氢机理与 TiO2-氢酶偶合产氢机理相似。
利用氢酶增强可见光光解水产氢还未见报道。
在产氢试验条件下，Cr2O3-TiO2 组 2 h 内的平均
产氢速率为 3 μL/min g，而 TiO2 组 2 h 内未检测出
氢气，氢酶组 2 h 内的的产氢量也极少，这表明
Cr2O3-TiO2 可以利用可见光光解水产氢，而 TiO2 或氢
酶不能利用可见光产氢 ；在产氢试验条件下，Cr2O3-
TiO2 负 载 10%（W/W） 氢 酶 组（ 以 下 称 为 Cr2O3-
TiO2-氢酶）2 h 内的平均产氢速率达 10 μL/min g，
是未负载氢酶的 Cr2O3-TiO2 组（3 μL/min g）产氢速
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本试验研究结果可为氢酶在可见光光解水产氢的应
用提供参考。
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